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【要約】 
Functional analysis of cancer derived exosome and 
clinicopathological assessment of CD63  
in esophageal squamous cell carcinoma 
 
（食道扁平上皮癌における癌由来エクソソームの機能解析 
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緒言 
 
食道扁平上皮は予後不良な癌腫の一つであり、早期診断および適切な治療がその予後改
善には必要である。エクソソーム(exosome)は 30-100nm 大の脂質二重膜で構成される細
胞外小胞の一つであり、タンパクや脂質・核酸などを内包し細胞間情報伝達を担うこと
がわかってきた。近年では癌研究においてエクソソームによる化学療法抵抗性の伝播や
休眠状態の維持、転移先臓器の決定などが報告されている。今回、食道扁平上皮癌にお
ける癌由来エクソソームの機能解析および定量によるバイオマーカーとしての有用性
を評価したので報告する。 
 
材料・方法 
 
細胞株はヒト食道扁平上皮癌細胞株 (TE1, -2, -4, -5, -6, -8, -10, -11, -15 and T.Tn)を用い、
エクソソーム抽出法は超遠心法による抽出または抽出キット(exosome isolation kit from 
culture media, Invitrogen)を用いた。エクソソーム定量には、コレステリルエステル輸送
タンパク(Cholesteryl ester transfer protein ; CETP)活性による測定キット(EXOCET, 
System Biosciences)を使用した。TE2から超遠心法を用いてエクソソームを抽出し、緑色
蛍光タンパクで脂質二重膜を染色するキット(PKH67, Sigma-Aldrich)を用いて染色、これ
を培養細胞(TE2)に添加し、取り込まれる様子を蛍光イメージングで確認した。細胞の
挙動変化への影響を評価するため、TE2から抽出したエクソソームをTE2およびT.Tnに1
μg/ml, 10μg/mlの濃度で添加し、細胞増殖アッセイおよび創傷治癒アッセイを用いて
増殖能・遊走能に与える影響を評価した。エクソソームの生体内での挙動を解析するた
め、エクソソームマーカーの１つであるCD63を蛍光標識することとし、CD63-GFP発現
ベクター(CYTO120-VA1, System Biosciences)をTE2細胞株に導入し、puromycinによる薬
剤選択および限界希釈法を用いて安定発現株を樹立した。同細胞株を用いてマウスモデ
ルの作成を行った。TE2-CD63GFPを1x107細胞を６週齢メスヌードマウス(BALB/c 
Slc-nu/nu)に皮下注し、8週後に腫瘍および血液を採取した。マウスモデルの血漿中エク
ソソームに対する蛍光イメージングを行った。当科における食道扁平上皮癌術前未治療
症例（1997-2006, n=86）に対してCD63の免疫組織染色を行い、CD63発現と臨床病理学
的因子の関係につき検討した。食道癌患者血漿および食道良性疾患患者血漿(2011-2012, 
n=76)からエクソソーム抽出キット(exosome isolation kit from plasma, Invitrogen)を用い、
定量には前述のEXOCETを用いて施行、臨床病理学的因子との関係を評価した。蛍光イ
メージングにはAxio Observer Z1 microscope and an AxioCam MRm camera(Carl Zeiss)を
使用した。統計学的解析はJMP Ver.12 (SAS institute Inc.)を用い、P<0.05の時に統計学的
に有意であると判定した。 
結果 
 
培養上清中のエクソソームは細胞株毎に差があることを示した。蛍光イメージングを用
いて、TE2 由来のエクソソームが TE2 自体に取り込まれる様を確認し得た。また、TE2
由来のエクソソームを添加した TE2 は、増殖能が低下し、遊走能が上昇すること示し
た。影響をきたす因子の解析および他細胞への影響に関しては今後の解析課題である。 
高放出株である TE2 を用いて、エクソソーム特異的タンパクの１つである CD63 を蛍光
標識した細胞株(TE2- CD63GFP)を樹立し、同細胞株の培養上清中から GFP 陽性を呈す
るエクソソームを抽出し得た。 
CD63-GFP を導入するにあたり、食道扁平上皮癌切除標本における CD63 発現と臨床病
理学的因子の解析を行い、癌の病理学的特性と相関を認めなかったが、CD63 高発現は
予後不良因子の１つと考えられ(P=0.047)、今後 CD63 の機能解析を進めていく。 
TE2-CD63GFP を用いたマウス皮下腫瘍モデルを作成し、その血中からエクソソームを
抽出し蛍光イメージを行うことで、癌由来エクソソームが血中に遊離する様を再現し得
た。食道癌患者血漿中のエクソソームを定量することでバイオマーカーとしての有用性
を評価したところ、癌患者血漿中エクソソームは非癌患者血漿に比して優位に高値であ
った(P=0.0014)。癌の進行・臨床病理学的な因子とエクソソーム量との間に相関は認め
なかったが、エクソソームの低値は癌患者において Stage, リンパ球好中球比
(Neutrophil-Lymphocyte Ratio ; NLR)とともに独立した予後不良因子であり、バイオマー
カーとしての有用性が示唆された(P=0.03, 95%CI: 1.107-11.416)。 
 
考察 
 
エクソソームはその内包物であるタンパク質や核酸、特に microRNA が診断や予後マー
カーとして有用性が報告されてきているが、その由来に関する報告は未だ少なく、また、
エクソソーム自体の抽出・定量方法が未だ確立されていない。今回の研究では、蛍光標
識されたエクソソームを放出する細胞株を用いてマウスモデルを作成し、癌由来エクソ
ソームが血中に遊離することを示した。臨床検体を用いて、血漿中エクソソームの定量
とバイオマーカーとしての有用性を評価するため、エクソソーム抽出キットを用いて血
漿からエクソソームを抽出し、CETP 活性を用いて定量する系を用いてエクソソームの
定量を試みた。癌患者においては非癌患者に比してエクソソーム量の高値を認めたが、
その一方でエクソソーム量はステージの進行と並行しては増加せず、食道癌患者におい
てはエクソソームの低値が予後不良因子として抽出された。この要因としては、癌が進
行に伴って性質を変換しエクソソーム放出能が変化する可能性と、血漿中のエクソソー
ムが癌由来のものよりも宿主の反応を反映している可能性が示唆された。 
 
結語 
食道扁平上皮癌において、癌由来エクソソームは自身の進展に影響を与えている可能性
が示唆されが。血漿中エクソソームの定量は、予後マーカーとして有用である可能性が
示唆された。 
